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Растения в течение жизни подвергаются воздействию множества стрессовых 
факторов. В результате антропогенной деятельности человека происходит за­
грязнение среды тяжелыми металлами, например ионами меди, особенно это 
актуально для Уральского региона.
Одним из современных методов, направленным на придание растениям но­
вых полезных свойств является генная инженерия. Известно, что повышенный 
уровень цитокининов в тканях растений повышает устойчивость к стрессовым 
факторам [1]. Ряд фитопатогенных бактерий синтезируют цитокинины, поэто­
му могут являться донорами для клонирования генов цитокининового биосин­
теза [2].
Цель нашей работы -  получить и испытать на устойчивость к ионам меди 
трансгенные растения табака, экспрессирующие агробактериальный ген изо- 
пентинилтрансферазы (ipt), ответственный за синтез цитокининов, под силь­
ным конститутивным вирусным промотором 35S СаМѴ.
Трансгенные растения были получены путем агробактериальной транс­
формации неповрежденных семян растений табака сорта Petite Havana линии 
SRI. Агробактериальные штаммы и генетические кострукции любезно предо­
ставлены В. В. Алексеевой и Е .Б  Рукавцовой (УРАН Ф И БХ , г. Пущино) [2]. 
Трансгенная природа канамицин-резистентных линий была доказана методом 
ПЦ Р с праймерами к промотору, целевому и селективному генам. Полученные 
линии были высажены на среду MS с добавлением 100 или 200 мкМ ионов 
меди. После 4 недель выращивания были оценены параметры роста растений 
и содержание продуктов перекисного окисления липидов (ПО Л) как марке­
ра стресса. Уровень ПОЛ оценивали спектрофотометрически, по образованию 
окрашенного продукта с тиобарбитуровой кислотой [3]. Экспрессия целевого 
гена показана по изменению фенотипа растений [2].
Полученные растения обладали повышенной устойчивости к высоким до­
зам ионов меди. Мы оценили устойчивость растений в условных баллах, где 
3 -  это наибольшая устойчивость, растения в стрессовых условиях не отли­
чаются по габитусу от варианта без ионов меди; 2 балла -  средняя устойчи­
вость, растения продолжают рост, но при этом значительно отстают в скорости 
от варианта без стрессора; 1 балл -  низкая устойчивость, растения выживают, 
но практически не растут; 0 -  отсутствие устойчивости, растения гибнут на се­
лективной среде. Результаты представлены в табл. 1.
Уже 100 мкМ ионов меди практически полностью ингибировали рост кон­
трольных растений табака, в то время как концентрация в 200 мкМ была 
детальна. Д ля половины из полученных трансгенных растений 100 мкМ ио­
нов меди были не токсичны. Доза в 200 мкМ не повлияла на рост одной 
трансгенной линии, две трансгенных линии выжили на данной концентрации, 
но не росли, одна линия обладала замедленным ростом. Таким образом, мы 
убедительно показали, что ген ip t и повышенная концентрация цитокининов 
резко повышает толерантность растений к ионам тяжелых металлов.
Таблица 1
Устойчивость к ионам меди трансгенных и контрольных растений табака
Линия растений
Концентрация ионов меди, мкМ
0 100 200
Контроль 3 балла 1 балл 0 баллов
1.1 3 балла 3 балла 2 балла
2. 3 балла 2 балла 1 балл
4.1. 3 балла 2 балла 1 балл
4.2. 3 балла 3 балла 3 балла
Оценка уровня ПОЛ подтвердила результаты визуального обследования 
растений. Воздействие меди вызвало резкое повышение содержания МДА 
у  контрольных растений. Половина трансгенных растений не показала досто­
верного возрастания уровня ПОЛ, вторая половина достоверно отличалась 
от растений без стрессора, но возрастание содержания малонового альдегида 
было не столь сильным, как у  контрольных растений (рис. 1).
■ 0 мкМ
контроль 1,1 2,0 3,0 3,1 4,1 4,2
Образец
Рис. 1. Содержание продуктов ПОЛ в тканях растений: * -  достоверное 
отличие от варианта на воде (концентрация ионов меди 0 мкМ ) при р < 0,05
Таким образом, мы получили трансгенные растения табака с повышенным 
содержанием цитокининов. Показано, что экспрессия агробактериального гена 
ipt, ответственного за синтез цитокининов, защищает трансгенные растения 
табака от токсичного действия ионов меди. Нами были получены растения, 
способные выживать на 200 мкМ ионов меди и расти на 100 мкМ, тогда как 
контрольные растения в таких условиях гибнут. Кроме того, доказана возмож­
ность агробактериальной трансформации неповрежденных семян.
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Изучение молекулярных взаимодействий между растениями и патогенами 
имеет огромное значение в создании методологических подходов для повыше­
ния продуктивности сельскохозяйственных культур. В настоящее время из­
вестно огромное количество вирусов, поражающих большинство растений.
Tomato bushy stun t virus  (TBSV) представитель семейства Tombusvirus, род 
Tombusviridae. Геном TBSV включает 4776 нуклеотидов с пятью основными 
открытыми рамками считывания. Вирус TBSV является эффективной и удоб­
ной моделью в работах по изучению молекулярных взаимодействий растений 
и вирусов [1]. Белок-супрессор Р19, кодируемый геномом TBSV обеспечивает 
защиту геномной РН К  вируса путем связывания коротких интерферирующих 
РН К  дуплексов, тем самым блокируя РНК-интерференцию на начальном этапе 
инфекции [2]. Системная инфекция и развитие симптомов неразрывно связана 
с уровнем накопления Р 1 9 в  растении [3].
Целью нашего исследования является влияние экспрессии супрессорного 
белка на активность молибдоферментов. Данные ферменты играют важную 
функцию в метаболизме растений и вовлечены в механизмы устойчивости 
к биотическим и абиотическим факторам. К молибденсодержащим ферментам 
относятся оксидоредуктазы, гидроксилазы, дегидрогеназы [4]. Нитратредукта- 
за и нитрогеназа участвуют в ассимиляции азота, ксантиндегидрогеназа игра­
ет значительную роль в метаболизме N-гетероциклических соединений. Аль- 
дегидоксидаза растений является ключевым ферментом в синтезе абсцизовой 
кислоты [5]. Последние исследования указывают на важную роль данного
